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U stočarskoj proizvodnji upotre-
bljavaju se velike količine tvari sa 
biološkom aktivnošću kod životinja, 
poput aditiva, vitamina i elemenata 
u tragovima, lijekova za spriječava-
nje ili liječenje različitih bolesti, te 
anabolika kao pospješivaća rasta. 
Anabolici u stočarskoj proizvodnji su 
organsko-kemijske supstancije koje 
stimuliraju rast tkiva svojim utjeca-
jem na metaboličke procese uklju-
čene u sintezu proteina, a ta stimula-
cija osobito je izražena u stanicama 
skeletnih mišića. Isto tako, anabolici 
smanjuju količinu masnog tkiva 
zbog stimulacije lipolitičkih procesa 
te poboljšavaju iskoristivost hrane 
	.FZFS J ,BSH  -POF 

Upravo zbog takvog načina djelo-
WBOKB KPÝ JI HPEJOB V TUPǏBSTLPK
proizvodnji se započelo sa njihovom 
uporabom. Stilbeni i njihovi derivati 
su anaboličke supstancije koje su se 
prve počele koristiti u proizvodnji 
mesa. Najznačajnija je bila uporaba 
dietilstilbestrola (DES), heksestro-
MB J EJFOFTUSPMB 	1BZOF J TVS 

Brojna toksikološka istraživanja su 
pokazala da je DES jaki mutagen, te-
ratogen i kancerogen (Martin i sur., 
3PCCPZJTVS
UFKF
godine od strane Europske komisije 
uslijedila zabrana uporabe stilbena, 
njihovih derivata, soli i estera te tire-
ostatskih supstancija za tov životinja 
	%JSFLUJWB 7JKFǎB &&$ "OP-
OJN
/BLPOUPHBVQSPJ[WPE-
nji mesa počeli su se primijenivati 
prirodni i sintetski spolni hormoni 
čijom uporabom se može unaprije-
EJUJ SBTU äJWPUJOKB J EP  	.FZFS

1SJNKFOBTUFSPJEOJIIPSNPOB
s estrogenim, gestagenim i androge-
nim učinkom dopuštena je u veteri-
narskoj praksi samo u terapeutske 
svrhe i to u slučajevima poremećaja 
oplodnje ili tijeka graviditeta, a zbog 
njihovog nepovoljnog djelovanja 
na zdravlje ljudi njihovo korištenje 
u anaboličke svrhe je zabranjeno 
%JSFLUJWPN7JKFǎB&&$ 	"OP-
OJN 
 0E  HPEJOF V &V-
ropskoj uniji zabranjeno je korište-
nje svih tvari koje imaju hormonski 
učinak u smislu njihovog anabolič-
kog djelovanja kod domaćih životi-
OKB 	)FJU[NBO 
 ,BTOJKF TV OB
listu anaboličkih supstancija uvršte-
ni i β-adrenergički agonisti koji su se 
HPEJOFJMFHBMOPQPǏFMJLPSJTUJUJ
kao promotori rasta u proizvodnji 
NFTB	7BO(JOLFMJTVS

Tablica 1. daje prikaz tvari s anabo-
ličkim učinkom i najznačajnijih spo-
jeva po skupinama. 
;CPH VUWSêFOF J[SB[JUF UPLTJǏ-
nosti anabolika od velike važnosti 
KF QSPWPêFOKF TVTUBWOPH OBE[PSB
i kontrole ostataka u svim fazama 
proizvodnje hrane animalnog po-
drijetla, a temeljem propisanih za-
konskih odrednica i korištenjem 
suvremenih analitičkih metoda u 
njihovoj detekciji. U kontroli rezidua 
tvari s anaboličkim učinkom kori-
ste se screening i potvrdne metode 
sa kvalitativnom i kvantitativnom 
primjenom. Od screening metoda u 
PESFêJWBOKVBOBCPMJLBV[ SBEJPJNV-
noenzimsku metodu (RIA) najviše se 
koristi imunoenzimska metoda (ELI-
SA). Kao prikladne potvrdne metode 
koje udovoljavaju zadanim kriteriji-






dokazivanje spektrometrijom masa 
	.4




dokazivanje infracrvenom (IR) spek-
trometrijskom detekcijom (Odluka 
,PNJTJKF &6 &$ "OPOJN


U Hrvatskoj je nadzor zlouporabe 
anabolika tijekom tova životinja i 
na klaonici reguliran putem Držav-
nog programa monitoringa rezidua 
(DPMR) propisanog od strane Mini-
starstva poljoprivrede, ribarstva i ru-
ralnog razvoja te Pravilnika o najve-
ćim dopuštenim količinama rezidua 
veterinarsko-medicinskih proizvoda 
u hrani životinjskog podrijetla (N.N. 

"OBMJ[FUWBSJTBOBCPMJǏLJN
učinkom provode se sukladno odred-
CBNB1SBWJMOJLBPQSPWPêFOKVBOBMJ-
tičkih metoda i tumačenju rezultata 
	// 
 UF TF SF[VMUBUJ BOBMJ[B
u ovisnosti o ispitivanom parametru 
VTQPSFêVKV TB OBKWFǎPN EPQVÝUF-
nom količinom (NDK) ili najmanjom 
zahtjevanom granicom učinkovitosti 
izvedbe metode (MRPL) odnosno u 
slučaju prirodnih hormona s obzi-
SPNOBö[JPMPÝLVSB[JOV
Ovaj rad daje prikaz rezultata ispi-
tivanja prisutnosti tvari s anabolič-
kim učinkom primjenom validiranih 
analitičkih metoda u biološkom ma-
1 dr. sc. Jelka Pleadin, dipl. ing. biotehnol., znanstvena suradnica, Ana Vulić, dipl. ing. preh. tehnol., znanstvena novakinja, 
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4BäFUBL
U ovom radu dan je pregled rezultata pretraživanja uzoraka biološkog materijala na prisutnost tvari s anaboličkim učinkom. Tijekom 
2008. godine u okviru Državnog programa monitoringa rezidua u svim županijama Republike Hrvatske uzorkovani su uzorci urina, 
jetre, krvi i mišića različitih životinjskih vrsta i to na farmama tijekom tova životinja te na klaonici. Na istima su provedena ispitivanja 
tvari iz skupine stilbena, prirodnih i sintetskih steroida, laktona rezorciklične kiseline i beta-agonista. U analizama su primjenjene 
validirane kvantitativne metode: imunoenzimska metoda (ELISA) kao screening metoda te tekućinska kromatogra%ja (LC/MS/MS) 
ili plinska kromatogra%ja (GC/MS/MS) u kombinaciji sa masenom spektrometrijom kao potvrdne metode. Temeljem saznanja o iz-
razitoj toksičnosti tvari s anaboličkim učinkom, njihovoj kumulaciji te mogućoj prisutnosti u proizvodima životinjskog podrijetla, 
ukazano je na važnost provođenja sustavnog nadzora i kontrole ostataka ovih tvari u svim fazama proizvodnje hrane animalnog 
podrijetla uz primjenu propisanih zakonskih odrednica i suvremenih analitičkih metoda u njihovoj detekciji. 
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Na analizu tvari s anaboličkim učin-
LPNUJKFLPNHPEJOFV-BCPSB-
torij za analitičku kemiju Hrvatskog 
veterinarskog instituta dostavljeno 
je ukupno 553 uzorka biološkog ma-
UFSJKBMB PE ǏFHB  V[PSBLB VSJOB
 V[PSLB KFUSF  V[PSBLB LSWJ
J  V[PSBLBNJÝJǎB UF TVOB JTUJNB
provedene analize tvari iz skupine 
stilbena, prirodnih steroida, sintet-
skih steroida, laktona rezorciklične 
kiseline i beta-agonista. 
Uzorci su analizirani primjenom 
imunoenzimske ELISA metode uz 
korištenje komercijalnih kitova pro-
J[WPêBǏB 3#JPQIBSN 	%BSNTUBEU
Njemačka), Laboratory of Hormono-
logy (Marloie, Belgija) i Immunolab 
GmbH (Kassel, Njemačka). Koncen-
tracija anabolika u pretraženim uzor-
DJNBPESFêFOB KFV[QSJNKFOV3#J-
PQIBSN 3JEBTPGU8JO TPGUXBSF QSP-
grama te izražena kao ng/g odnosno 
ng/mL (ppb). Rezultati koncentracije 
anabolika interpretirani su s obzirom 
OB /%, 	 OHH LMFOCVUFSPM KF-
tra) odnosno MRPL (sve ostale tvari 
s anaboličkim učinkom u različitim 
NBUSJLTJNB
 0ESFêFOB LPODFOUSB-
cija prirodnih hormona u krvi inter-
pretirana je u odnosu na poznate 
ö[JPMPÝLF SB[JOF 6 TMVǏBKV EB KF
&-*4"NFUPEPNPESFêFOBQPWJÝFOB
koncentracija ispitne tvari, uzorci su 
nadalje analizirani potvrdnom meto-
EPNUFLVǎJOTLFLSPNBUPHSBöKF 	-$
.4.4
 JMJ QMJOTLF LSPNBUPHSBöKF
(GC-MS/MS) u kombinaciji sa mase-
nom spektrometrijom u akreditira-
nom inozemnom laboratoriju.
REZULTATI I RASPRAVA
U cilju sprječavanja ilegalne upo-
rabe tvari s anaboličkim učinkom u 
proizvodnji mesa  koja može dovesti 
do kumulacije ostataka te njihove 
prisutnosti u proizvodima životinj-
skog podrijetla, provodi se sustavni 
nadzor odnosno kontrola ostataka 
ovih kontaminanata u svim fazama 
proizvodnje mesa. 
U ovom istraživanju provedena su 
ispitivanja razina tvari s anaboličkim 
učinkom u uzorcima biološkog ma-
terijala (urin, jetra, krv i mišić) kao 
ispitnim matriksima uzorkovanim 
od različitih životinjskih vrsta. Prikaz 
broja dostavljenih uzoraka te bro-
ja provedenih analiza s obzirom na 
WSTUVäJWPUJOKBEBO KFV5BCMJDJ/B
dostavljenom biološkom materijalu 
provedene su analize tvari s anabo-
ličkim učinkom po skupinama (Ta-
blica 3).
Analitičke metode koje se kori-
TUFVPESFêJWBOKVBOBCPMJLBUSFCBKV
prethodno biti validirane kako bi se 
dokazalo da ispunjavaju potrebne 
zahtjeve u pogledu njihove primje-
ne. Prethodna istraživanja pokazu-
ju da se pri korištenju komercijalno 
dostupnih imunoenzimskih kitova 
za imunoenzimsku metodu postižu 
vrlo niski limiti detekcije odnosno 
visoka osjetljivost metode, brza i 
jednostavna analiza uzoraka, niska 
cijena analize, ali ujedno i nedovolj-
OBTQFDJöǏOPTU[CPHvDSPTTSFBLDJKBi
spoja sa njegovim metabolitima i 




anabolika ELISA metodom potreb-
no ispitati prethodnom validacijom 
analitičke metode (Shelver i Smith, 


U slučaju sumnje na pozitivni re-
zultat, isti se mora dokazati jednom 
od potvrdnih metoda s obzirom da 
one daju informacije o kemijskoj 
strukturi analita dok metode koje se 
temelje isključivo na kromatograf-
skoj analizi bez primjene spektrome-
trijskog dokazivanja nisu prikladne 
za primjenu kao potvrdne metode. 
Korištenje tekućinske u odnosu na 
QMJOTLVLSPNBUPHSBöKVJNBQSFEOPTU




EC, koja se odnosi na analitičke me-
UPEF[BPESFêJWBOKFPTUBUBLBBOBCP-
lika u biološkom materijalu, u RH je 
EPOFTFO1SBWJMOJLPQSPWPêFOKVBOB-
litičkih metoda i tumačenju rezultata 
	//

Sukladno zahtjevima navedenog 
pravilnika, u ovom istraživanju u 
analizama anabolika primijenjene su 
imunoenzimske ELISA metode pret-
hodno validirane kao kvantitativne 
NFUPEF LSP[ PESFêJWBOKF WBMJEBDJK-
skih parametara i to: iskorištenja, 
ponovljivosti, unutarlaboratorijske 
PCOPWMKJWPTUJ JTUJOJUPTUJ TQFDJöǏOP-
sti, robusnosti, te sposobnosti doka-
zivanja metode (CCβ). Usporedbom 
TBLSJUFSJKJNBQSJIWBUMKJWPTUJEFöOJSB-
nim za svaki validacijski parametar, 
VUWSêFOB KF QSJIWBUMKJWPTU SF[VMUBUB
validacije, a time i prikladnost primi-
jenjenih analitičkih metoda za odre-
êJWBOKFLPODFOUSBDJKFUWBSJTBOBCP-
ličkim učinkom u biološkom materi-
jalu. S obzirom da su korištene ELISA 
NFUPEFWSMPTQFDJöǏOFUFTVQPLB[B-
le nisku cross-reaktivnost sa drugim 
supstancijama, uporaba potvrdne 
metode u provedenim istraživanji-
ma svedena je na minimum. Tablica 
QSJLB[VKFMJNJUFEFUFLDJKFQSJNJKF-
njenih analitičkih metoda.
Zabrana primjene tvari s anabolič-
kim učinkom zakonski je regulirana 
Naredbom o zabrani primjene odre-
êFOJICFUBBHPOJTUBUFUWBSJIPSNPO-
skog i tireostatskog učinka na farm-
TLJN äJWPUJOKBNB 	// 

uvažavajući pritom i odredbe Pravil-
nika o najvećim dopuštenim količi-
nama rezidua veterinarsko-medicin-
skih proizvoda u hrani životinjskog 
QPESJKFUMB 	// 
 /BWFEFOJ
dokumenti izuzimaju mogućnost 
QSJNKFOFȻFTUSBEJPMB J CFUBBHP-
nista u terapeutske svrhe kod gove-
da dok je primjena svih ostalih tvari 
s anaboličkim učinkom potpuno za-
branjena. 
Tablica 2. Prikaz broja uzoraka te provedenih analiza po vrstama životinja








Junad / Heifers  
Svinje / Pigs  
Perad / Poultry  
Goveda / Bovine  
Telad /  Calves  
Riba / Fishes  
Ovce / Sheep 15 35
Janjad / Lambs 13 
,POKJHorses 3 
,VOJǎJRabbits  
Tablica 3. Vrsta i broj analiza tvari s anaboličkim učinkom provedenih tije-
LPNHPEJOFVSB[MJǏJUJNV[PSDJNBCJPMPÝLPHNBUFSJKBMB











Stilbeni, derivati stilbena, 
njihove soli i esteri 
Stilbenes, stilbene 





























































Tablica 4. Limiti detekcije screening i potvrdnih analitičkih metoda u anali-
zama tvari s anaboličkim učinkom 
Table 4-JNJUTPGEFUFDUJPOGPSTDSFFOJOHBOEDPOöSNBUJPOBOBMZUJDBMNFU-
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Rezultati analiza ispitnih uzoraka 
u našim istraživanjima interpretirani 
su s obzirom na najveću dopuštenu 
količinu (NDK) za klenbuterol u je-
stivom tkivu ili najmanje zahtjevanu 
granicu učinkovitosti izvedbe meto-
de (MRPL) za sve zabranjene tvari. U 
interpretaciji rezultata koncentracije 
QSJSPEOJI IPSNPOB ȻFTUSBEJPMB
testosterona i progesterona u krvi 
V[FUF TV V PC[JS OKJIPWF ö[JPMPÝLF
razine karakteristične za pojedinu 
životinjsku vrstu, spol i starost živo-
tinje. 
Provedbom screening metoda, te 
prema potrebi potvrdnih metoda, 
V TWJN JTQJUOJNV[PSDJNBPESFêFOB
je koncentracija tvari s anaboličkim 




godine u Hrvatskoj nije bilo zloupo-
rabe tvari s anaboličkim učinkom u 
proizvodnji mesa.
ZAKLJUČAK
Rezultati ispitivanja pokazuju da 
je u svim ispitanim uzorcima biološ-
kog materijala koncentracija tvari s 
anaboličkim učinkom bila manja od 
najveće dopuštene količine (NDK) ili 
najmanje zahtjevane granice učin-
kovitosti izvedbe primijenjene ana-
litičke metode (MRPL). Ispitivanjima 
razine prirodnih hormona u krvi 
PESFêFOF TV ö[JPMPÝLF SB[JOF JTUJI
uzimajući u obzir vrstu, spol i starost 
životinje. Provedenim ispitivanjima 
VUWSêFOPKFEBVQSPJ[WPEOKJNFTBV
)SWBUTLPK UJKFLPNHPEJOFOJKF




 $PNNJTTJPO PG UIF
&VSPQFBO $PNNVOJUJFT $PVODJM %JSFDUJWF
&&$ PO UIF QSPIJCJUJPO PG TVCTUBO-
ces having a hormonal and thyreostatic ac-
UJPO0GG+&VS$PNNVO-FHJT-
Anonimno 	
 $PNNJTTJPO PG UIF
&VSPQFBO $PNNVOJUJFT $PVODJM %JSFDUJWF
&&$POUIFQSPIJCJUJPOPGUIFVTFPG
certain substances having a hormonal ac-







analytical methods and the interpretation 
PGSFTVMUT0GG+&VS$PNNVO-FHJT-
Anonimno 	
 1SBWJMOJL P QSPWPêF-
nju analitičkih metoda i tumačenju rezulta-






monskog i tireostatskog učinka na farmskim 




 1SBWJMOJL P OBKWFǎJN
dopuštenim količinama rezidua veterinar-
sko-medicinskih proizvoda u hrani životinj-





information on residues of veterinary dru-
gs in the European Community. Anal. Chim. 
"DUB
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	
 %FUFSNJOBUJPO PG DMFOCVUFSPM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electrospray ionization-liquid chromato-




their xenobiotic analogs in animal producti-
on: growth, carcass quality, pharmacokine-
tics, metabolism mode of action, residues, 
methods and epidemiology. Crit. Rev. Food 
4DJ/VUS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	
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$BODFS3FT
Meyer, H.H.D., H. Karg 	
 (SPXUI
stimulators for farm animals: mode of ac-
tion, effects on meat quality and potential 
risks originating from residues. U: Procee-
EJOHT'"0$""48PSLTIPQPO#JPUFDIOPMP-




physiology of anabolic hormones used for 
improvement of meat production. Apmis. 

Payne, M.A., R.E.Baynes, S.F. Sundlof, 
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GPPEBOJNBMT+BWNB
Posyniak, A., J. Zmudzki, J. Niedzielska 
	
 4DSFFOJOH QSPDFEVSFT GPS DMFOCVUF-
rol residue determination in bovine urine 
and liver matrices using enzyme-linked 
immunosorbent assay and liquid chromato-
HSBQIZ"OBM$IJN"DUB
Robboy, S.J., O. Taguchi, G.R. Cunha, 
	
/PSNBM EFWFMPQNFOU PG UIF IVNBO
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EJFUIZMTUJMCFTUSPM )VNBO 1BUIPM  

Shelver, W.L., D.J. Smith, 	
&WBMVB-
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
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3FTJEVFBOBM-
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7FMEIPWFO5IF/FUIFSMBOET
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( .BHIVJO3PHJTUFS & %F1BVX 	
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The control of using substances with anabolic e#ect
4VNNBSZ
This paper presents the results’ review of researching samples of biological material on the presence of substances of anabolic ef-
fect. Within the National Monitoring Programme of Residues in all the counties of the Republic of Croatia, samples of urine, liver and 
muscle of di*erent animal species were taken in 2008 on farms during fattening and at slaughterhouse. Researches of substances 
from the group of stilbenes, natural and synthetic steroids, resorcylic acid lactones and beta antagonists were performed on these 
samples. Analyses used validated quantitative methods: immunoenzymatic method (ELISA) as the screening method, then liquid 
chromatography (LC/MS/MS) or gas chromatography (GC/MS/MS) in a combination with mass spectrometry as con%rmation meth-
od. Based on knowledge on high toxicity of substances with anabolic e*ect, their cumulation and a possible presence in the products 
of animal origin, the importance of applying systematized supervision and the control of remains of these substances in all the stages 
in producing food of animal origin was indicated, with applying proscribed legal regulations and contemporary analytical methods 
in their detection. 
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Kontrolle des Substanzgebrauchs mit anaboler 
Wirkung in Fleischherstellung
;VTBNNFOGBTTVOH
In dieser Arbeit ist die Übersicht der Resultate der Musteruntersuchung von biologischem Material auf Anwesenheit der Substanz mit 
anaboler Wirkung gegeben. Im Laufe des Jahres 2008 und im Rahmen des Staatsprogramms des Monitorings von Residuum in allen 
Gespannschaften der Republik Kroatien wurden die Muster von Urin, Leber, Blut und Muskeln verschiedener Tiergattungen geprüft, 
u.zw. dies während der Mast und im Schlachthof. Auf diesen Mustern wurden die Untersuchungen von Substanzen aus den Grup-
pen Stiliben, natürlichen und synthetischen Steroiden, Laktonen der resorzyklischen Säure und Beta-Agonisten durchgeführt. Bei 
den Analysen sind valide quantitative Methoden verwendet: immunoenzym Methode (ELISA) und screening Methode sowie Flüssig-
keitschromatographie (LC/MS/MS) oder Gaschromtographie (GC/MS/MS) in der Kombination mit Massenspektrometrie als Bestäti-
gungsmethode. Auf Grund der Erfahrung über die ausgesprochene Toxizität der Substanz mit anaboler Wirkung, deren Kummulation 
und der möglichen Anwesenheit in den Erzeugnissen animaler Herkunft, wurde hingewiesen, auf die Notwendigkeit der Durchfüh-
rung einer ständigen Aufsicht und Kontrolle der Reste von diesen Substanzen in allen Herstellungsphasen der Nahrung animaler 
Herkunft, unter Anwendung aller gesetzlichen Richtlinien und zeitgenössischen analytischen Methoden in deren Detektion.
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Il controllo dell’uso delle sostanze con l’e#etto anabolico
nella produzione della carne
4PNNBSJP
Questo lavoro contiene i risultati dell’investigazione dei campioni del materiale biologico in cui erano cercate le sostanze con l’e*etto 
anabolico. Durante il 2008, nell’ambito del Programma statale di monitoraggio residui in tutte le regioni della Repubblica di Croa-
zia sono stati presi i campioni di urina, fegato, sangue e muscoli di animali vari, nelle fattorie per l’allevamento, e in macellerie. Su 
questi campioni analizzati sono state ricercate le sostanze dai gruppi di stilbene, steroidi naturali e sintetizzati, lattoni dell’acido re-
sorciclico e sostanze beta-agoniste. Nelle analisi sono stati applicati i metodi quantitativi di validazione: il metodo imunoenzimatico 
(ELISA) come il metodo screening e la cromatogra%a liquida (LC/MS/MS) o la gas cromatogra%a (GC/MS/MS) in combinazione con la 
spettrometria di massa come un metodo a*ermativo. Siccome è ben noto che le sostanze con l’e*etto anabolico sono altamente tossi-
che, si cumulano ed è probabile che siano presenti nei prodotti alimentari dell’origine animale, quest’articolo sottolinea l’importanza 
del monitoraggio sistematico e del controllo residui di queste sostanze in tutte le fasi di produzione alimentare dell’origine animale, 
pur applicando i regolamenti legislativi prescritti e i moderni metodi di analisi con lo scopo di scoprirle.
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